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We are indebted to M a r i e F. S m i t h for skillful as sistance, and to Dr. A. S a n P i e t r o for an initial gift of PPNR.
Zur Rolle des Plastochinons bei der Photosynthese
Von A c h im T r e b s t und H e r b e r t E c k Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule München 
Geburtstag in Verehrung gewidmet
Photosynthetic reactions of petrolether-extracted chloroplasts were investigated. The photosyn thetic reduction of NADP by plastoquinone-free chloroplasts can be reactivated by addition of dimethylsubstituted p-benzoquinones with a side-chain of at least one isoprene unit. Broken chloro plasts, from which plastoquinone has been only partly extracted, are able to reduce NADP and p-benzoquinones, but not ferricyanide, o-quinones, vitamin K3 and anthraquinone-sulfonate. The interpretation of these results as two functions of plastoquinone in photosynthetic electron transport is critically discussed.
Die Hill-Reaktion besteht in der Reduktion eines zugesetzten Elektronenakzeptors unter (^-Ent wicklung bei der Belichtung isolierter Chloroplasten in vitro 1. W a r b u r g führte 1944 Chinone als Hill-Reagentien ein 2. Die physiologische HillReaktion ist wahrscheinlich die Reduktion von N A D P * ' 3-5, die über ein eisenhaltiges Protein6, das Ferredoxin ', als Coferment läuft. Nach A r n o n ist die Hill-Reaktion mit Ferricyanid oder NADP als Akzeptor mit der Bildung einer stöchiometrischen Menge ATP gekoppelt (offenkettige Photophospho rylierung) 8. Auch die photosynthetische Reduktion von Benzochinonen ist mit der Bildung von ATP ge * Folgende Abkürzungen wurden benutzt: NADP = NiacinAdenin-Dinucleotid-phosphat; ADP = Adenosindiphospliat; ATP = Adenosintriphosphat; P = anorgan. Phos phat. 1 R. H i l l u . R. S c a r i s b r i c k , Nature [London] 146. 61 [1940] . 2 O . W a r b u r g u. W . L ü t t g e n s , Naturwissenschaften 38, 301 [1944] 11 O . W a r b u r g , G . K r i p p a h l , H . S . G e w i t z u . W . V ö l k e r , Z.
Naturforschg. 14 b. 712 [1959] . 12 H . S . G e w i t z u . W. V ö l k e r , Z. Naturforschg. 16 b, 559 Physiol. 34, 240 [1959] .
sindCofaktoren einer solchen aeroben, 0 2-abhängigen Photophosphorylierung14. In ihr wird ein Chinon in einer gekoppelten Hill-Reaktion unter 0 2-Entwicklung zunächst zum Hydrochinon reduziert Chinon + H20 + ADP + P -► Hydrochinon + ATP + 1/-2 0 2 und das Hydrochinon anschließend unter H 20 2-Bildung wieder mit 0 2 zurückoxydiert (Gesamtbilanz = M e h 1 e r -Reaktion) :
Hydrochinon + 0 2 -> Chinon + H20 2 .
Bei Hemmung der endogenen Katalase der Chlo roplasten, etwa durch KCN, ist das Verhältnis von 0 2-Aufnahme zu H 20 2-und ATP-Bildung 0 ,5 Zur vollständigen Extraktion des Plastochinons wurde unter etwas längerem und kräftigerem Reiben bis zu 7-mal mit je 5 ml Petroläther extrahiert und auch dann wieder mit 5 ml spektralreinem Isooctan nachgewaschen. Nach unserer Erfahrung ist es schwie rig, vollständig extrahierte und doch reaktivierbare Chloroplasten zu erhalten. Deshalb sind die Null-Werte im NADP-System (also ohne Plastochinon-Zusatz) meist noch vergleichsweise hoch 21 (s. auch Tab. 1).
Die Photosynthese-Versuche wurden in konischen Warburg-Gefäßen von etwa 14 ml Inhalt in einem W a r b u r g -Apparat bei 15 °C durchgeführt. Jedes Gefäß enthielt in einem Gesamtvolumen von 3 ml fol-18 N. R . T r e n n e r , B . H. Soc. 81, 2026 Soc. 81, [1959 ; M. K o f l e r , A . L a n g e m a n n , R . R ü e g g , L .
H In Versuchen mit NADP muß Ferredoxin4 > 7( = photosynthetic pyridinnucleotide reductase23) zugesetzt werden. Dies geschah durch Zusatz von wäßrigem Chloroplastenextrakt, der vorher 12 Stdn. bei 6" gegen 2 l 0,002-m. Trispuffer pn 8 dialysiert worden war (zur Entfernung der Substanz, die das Ferricyanidsystem teilweise reaktiviert21), entsprechend einem Chloro phyllgehalt von 0,8 mg.
In den Versuchen, in denen H20 2 bestimmt werden sollte, wurde zur Hemmung der endogenen Katalase 0.1 ml einer 3 • 10~2-m. KCN-Lösung zugesetzt.
Plastochinon und andere schwer wasserlösliche Chinone wurden in 0,2 ml Äthanol gelöst und so in die Gefäße pipettiert. Die Herkunft der Substanzen ist in 1. c. 24 angegeben.
Ergebnisse und Diskussion C r a n e und R e d f e a r n untersuchten die reversible Reduktion von endogenem Plastochinon bei Belich tung von Chloroplasten25. B i s h o p zeigte, in Fort führung von Arbeiten von F r e n c h 26, daß Petrol äther-Extraktion von Chloroplasten zur Inaktivie rung der Hill-Reaktion mit Ferricyanid führt, die erst durch Zusatz von Plastochinon wieder aufgeho ben werden kan n19. Gründlichere Untersuchungen 23 A. S a n P i e t r o u . H. M. L a n g , J. biol. Chemistry 231, 211 [1958] , 24 H. E c k u . A. T r e b s t , Z. Naturforschg. 18 b, 446 [1963] . 25 F . L. C r a n e , B. E h r l i c h u. L. P. K e g e l , Biochem. bio physic. Res. Commun. 3, 37 [1960] ; E . R . R e d f e a r n u. unterscheidet. Z ur R eaktivierung ist keine Seitenkette m it m eh reren D oppelbindungen, wie in den Plastochinonen, nötig, denn auch das 2.3-D im ethyl-phytylbenzochinon m it n u r einer D oppelbindung ist w irksam . K r o g m a n n untersuchte ebenfalls die W irk sam keit einiger Benzochinone und fand, daß Plastochinone m it k urzer Seitenkette die Hill-R eaktion m it D ich lorphenolindophenol/F erricyanid in heptanex trah ierten C hloroplasten reaktivieren, stellte dage gen bei der R eaktivierung eines P hotophosphorylierungs-System s einen A bfall der W irksam keit fest, je k ürzer die isoprenoide Seitenkette w ar 31.
W ir hatten bereits d a ra u f hingew iesen, daß bei vorsichtiger, u n vollständiger E x trak tio n des Plastochinons aus C hloroplasten nicht alle Hill-R eaktionen in gleicher W eise beeinflußt w e rd e n 21'32. W ährend nach E x trak tio n von 70% des Plastochinons die photosynthetische R eduktion von F erricy an id vollständig blockiert ist. ist es die von N A D P und von einigen p-Benzochinonen n ic h t32. W ir hatten darau s auf eine zweite P lastochinon-Funktionsstelle geschlossen 21.
Dies w ird nochm als in den V ersuchen der T ab. 2 dokum entiert. W äh ren d N A D P in unvollständig ex trah ierten C hloroplasten reduziert w ird, und Zusatz von P lastochinon keine E rh ö h u n g b rin g t, ist die R e duktion des F erric y an id s erst nach Zusatz von P la stochinon möglich. Die R eduktion zw eier p-Benzochinone benötigt unter diesen B edingungen kein Plastochinon, dagegen die von V itam in K 3 und A nthrachinonsulfonsäure.
Auch aus den V ersuchen in Abb. 1 erg ib t sich, daß einfache substituierte p-Benzochinone in unvoll ständig ex trah ierten C hloroplasten unter 02-E nt wicklung reduziert w erden, aber nicht F erricy an id (und das unsubstituierte p-B enzochinon überrascht es nicht, daß solche p-Chinone das in a k ti vierte Ferricyanid-System reaktivieren (T ab. 3 ), ebenso wie Plastochinon. D abei sind jedoch n u r pBenzochinone w irksam , nicht aber N aphtho-, Anthra-und Phenanthrenchinone. U n ter den verschie denen getesteten p-Benzochinonen (T ab. 3) zeigt sich keine A bhängigkeit von der S tru k tu r. Auch System 19>21*31. K r o g m a n n fand allerdings, daß a-T okopherolchinon keine R eaktivierungs-E igen schaften h a t 31. Bei diesen V ersuchen (Tab. 2 und 4) hatten w ir kein /?-Carotin, das ebenfalls durch den P etro lä th er aus den C hloroplasten ex trah iert w or den w ar, zugesetzt, obw ohl w ir m it 0 2 in der Gas phase arbeiteten, da w ir keinen Carotin-Effekt fest stellen konnten.
Es zeigt sich som it, daß o-Chinone im Gegensatz zu p-C hinonen das P lastochinon, das bereits durch schonende E x trak tio n von C hloroplasten entfernt w ird, zu ih re r R eduktion benötigen.
D ie h ier beschriebenen V ersuche stützen unsere frü h eren E rgebnisse, w onach bei vollständiger E x trak tio n des P lastochinons alle Hill-Reaktionen, die u n ter 0 2-Entw icklung verlaufen, inaktiviert w er den, bei teilw eiser E x trak tio n des P lastochinons aber n u r die R eduktion des F erric y an id s und der Chlorogensäure, nicht jedoch die des N A D P und einiger p-Benzochinone blockiert w ird 21. A uf G rund dieser E rgebnisse hatten w ir zwei Plastochinon-Funktionsstellen p o stuliert 21. D ie schwer ex tra h ierb a re Plastochinon-Funktionsstelle liegt zwischen den beiden L ichtreaktionen und ist deshalb an allen photosyn thetischen R eaktionen iso lierter C hloroplasten betei ligt, also auch an der R eduktion des N A D P (nicht allerdings, w enn N A D P m it D ichlorphenolindophen o l/A sco rb at als E le k tro n en d o n ato r reduziert w ird ). D iese F unktionsstelle ist identisch m it der von W i t t 29 und auch von A r n o n 34 vorgeschlagenen F un k tio n . D ie zweite P lastochinon-Funktionsstelle ist nicht in d er R eduktion des N A D P (und einiger p-Benzochinone) beteiligt und liegt m ithin in einem N ebenschluß des E lektro n en tran sp o rtes nach der 1. L ichtreaktion. W i t t b estätigte kürzlich diese V or stellung, als er bei d er d irekten spektroskopischen M essung der A bsorptio n sän d eru n g en bei 255 m /i (U V -M axim um des Plastochinons) eine R eduktion von P lastochinon auch durch die 1. Lichtreaktion beobachtete 35.
Die beiden P lastochinon-Funktionsstellen u n te r scheiden sich in der Schw ierigkeit, m it der das P lastochinon aus ihnen en tfe rn t w erden kann, und durch die Spezifität der R eaktivierung. W ährend in d er allen photosynthetischen R eaktionen gem ein sam en P lastochinon-Funktionsstelle n u r m ethylsub stituierte Benzochinone m it iso p ren o id er Seitenkette w irksam sind, kann das P lastochinon in der 2. F u n k tionsstelle durch zahlreiche su b stitu ierte p-Benzo chinone ersetzt w erden.
Letzteres bedeutet, daß kein U nterschied zwischen einer H i 11 -R eaktion m it F erric y an id und der m it einem C hinon als A kzeptor besteht. D enn m it der R eduktion von F erric y an id m iß t m an die R eduktion eines endogenen C hinons, des Plastochinons, dessen H ydrochinon glatt durch F erric y an id zum C hinon zurückoxydiert w ird.
Es soll aber auch au f einige D iskrepanzen in d ie ser In terp reta tio n (2 P lastochinon-Funktionsstellen) der V ersuchsergebnisse m it u nvollständig ex tra h ie r ten C hloroplasten hingew iesen w erden.
Besonders in teressan t ist das V erhalten des V it am in K 3 , einer der ersten hochw irksam en C ofakto ren ein er cyclischen P h o to p h o sp h o ry lie ru n g 36, der zunächst als n atü rlich er C ofaktor in B etracht gezo gen w urde. W ie bereits B is h o p fan d 19 u n d wie auch Tab. 3 zeigt, w ird das in ak tiv ierte F erricyanidSystem nicht durch V itam in K 3 u n d nicht sehr gut durch F lavinm ononucleotid, dagegen aber durch p-Benzochinone reak tiv iert. Dies g ilt bereits fü r u n vollständig ex trah ierte C hloroplasten, in denen also die 1. P lastochinon-Funktionsstelle noch in tak t sein soll. Auch nach T ab. 2 b ed arf die R eduktion des V itam in K 3 (gem essen durch das bei der P h o to oxydation des H ydrochinons gebildete H 20 2) des Zusatzes von P lastochinon, im G egensatz zur R ed u k tion des N A D P. D ie R eduktion des V itam in K 3 läuft also auch, wie die des F erricy an id s, ü b er die 2. Plastochinon-F unktionsstelle. D arau s w äre zu folgern, daß die cyclische P h o to p h o sp h o ry lieru n g m it V itam in K 3 o d er F lav in m o n o nucleotid als C ofaktor deshalb von P lastochinon a b hängig i s t 28, weil ih re R eduktion ü b er das P lasto chinon (in der 2. F unktionsstelle) und nicht weil ihre R eoxydation ü b er P lastochinon (in der 1. F u n k tionsstelle) erfolgt. Gegen eine solche F olg eru n g spricht aber, daß sich A n th rach in o n su lfo n säu re wie V itam in K 3 v erh ält (T ab. 2 ) , denn dies hätte die schwer akzeptable K onsequenz, daß Chinone m it stark negativen R edoxpotentialen, wie A n th rach i nonsulfonsäure, ü b er eine Substanz m it positiverem R edoxpotential (Plastochinon) reduziert w ürden (Differenz der R edoxpotentiale um 250 m V ) . Auch die V ersuche m it D ichlorphenolindophenol unterstützen nicht den V orschlag einer zweiten P lastochinon-Funktionsstelle. W enn A r n o n s In te r p retation richtig ist, dann benötigt die R eduktion von D ichlorphenolindophenol n u r die 2., nicht aber die 1. L ic h tre a k tio n 34, so daß die zweite P lasto chinon-Funktionsstelle an der R eduktion des Dichlorphenolindophenols nicht beteiligt sein könnte. M an sollte dan n erw arten, daß in unvollständig ex trah ierten C hloroplasten D ichlorphenolindophenol das F erricyanid-S ystem reaktiviert. D ies ist aber nicht der F all (T ab. 3 ).
E ine D eutung des ungleichen V erhaltens verschie dener Hill-R eaktionen in unvollständig ex tra h ie r ten C hloroplasten so, daß es n u r eine F rag e der K onzentration von Plastochinon an der gleichen (ersten) Funktionsstelle ist, scheint aber schon des halb unw ahrscheinlich, weil eine irreversible Licht reaktion zwischen dieser P lastochinon-F unktions stelle und den Hill-A kzeptoren liegt.
A v r o n wies d ara u f h i n 37, daß trotz des hohen Plastochinon-G ehaltes von Spinatchloroplasten einige photosynthetische R eaktionen durch Z u satz w eiteren P lastochinons stim uliert w erden 38, so daß deshalb E rgebnisse m it p etroläther-extrah ierten C hloroplasten m it V orsicht zu in terp retieren seien. Es ist aber denkbar, daß das P lastochinon in der 2. F unktionsstelle keine physiologische Bedeutung hat, sondern n u r als V orrats-P lastochinon dient 21. U nphysiologische photosynthetische R eaktionen in isolierten C hloroplasten (wie die R ed u k tio n des F erricyanids) könnten durchaus durch eine E r höhung der P lastochinon-K onzentration in der 2. F unktionsstelle stim uliert w erden, w äh ren d P la stochinon in der ersten in op tim aler K o nzentration vorliegt.
Eine mögliche F ehlerquelle liegt d arin , d aß K oh lenwasserstoffe schon in vergleichsw eise geringen K onzentrationen auch nicht ex tra h ierte C h lo ro p la sten inaktivieren. Nach T ab. 5 b eeinflußt Isooctan photosynthetische R eaktionen am w enigsten. W ir verw endeten deshalb Isooctan zum N achwaschen der m it P etro läth er ex trah ierten C hloroplasten. K rogm a n n fand, daß H eptan bei S pu ren F euchtigkeit die P h o sp h o ry lieru n g in a k tiv ie rt31. N icht völlige E n t fernung der K ohlenw asserstoffe ist nach R e d f e a r n 39 die U rsache fü r die In ak tiv ieru n g ein ig er Mitochondrien-Enzym system e und deren unspezifische A uf hebung durch lipoidlösliche S ubstanzen, wie etwa P hytol oder T okopherol. D a in un seren V ersuchen und denen an d erer A utoren eine R eak tiv ieru n g je doch n u r durch bestim m te S ubstanzen m öglich w ar und nicht durch P hytol oder T o k o p h ero l (T ab. 4 ) , können die E rgebnisse m it p etro läth er-ex trah ierten C hloroplasten nicht durch eine unspezifische K ohlen w asserstoff-H em m ung erk lä rt w erden.
Wir sind Herrn Professor Dr. F. W e y g a n d und der Deutschen Forschungsgemeinschaft für ihre Unterstützung zu großem Dank verpflichtet.
